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In Chapter 2 we reviewed the literature on the pathogenesis of NAS after liver transplanta-
tion. We highlighted the emerging concept that not all presentations of NAS are the same and 
that the different risk factors described in the literature probably reflect different etiologies. 
NAS is therefore unlikely to be a single ischemia-related entity, but rather a heterogeneous and 
multifactorial group of disorders with different etiologies and heterogeneous clinical presen-
tations. In addition to the well-accepted role of ischemia/reperfusion injury as a pathogenetic 
factor related to the development of early NAS, immune-mediated risk factors including ABO-
incompatibility, pre-existing autoimmune disease, and variations in gene expression of functi-
onal receptors of the immune system have been shown to be related to the development of late 
NAS. Furthermore, the cytotoxic effects of hydrophobic bile salts on biliary epithelium were 
described in detail and the potential protective effect of biliary bicarbonate secretion discussed. 
Due to the central role of preservation injury in the pathogenesis of NAS, machine preservation 
may have a beneficial impact in reducing its incidence. 
In Chapter 3 we presented a retrospective analysis comparing duct-to-duct reconstruction 
and Roux-en-Y hepatico-jejunostomy in patients transplanted for PSC. The aim of this study 
was to investigate whether there is any difference in long-term outcome between both groups. 
A total of 98 adult patients transplanted due to PSC were evaluated. Biliary reconstruction with 
duct-to-duct anastomosis was performed in 45 cases and Roux-en-Y hepatico-jejunostomy in 53 
cases. There were no significant differences in patient demographics and general surgical vari-
ables between the two groups. The incidence of biliary strictures and biliary leakage within one 
year after transplantation did not differ among the two groups. However, significantly more pa-
tients in the Roux-en-Y group suffered at least one episode of cholangitis within the first year. In 
addition, Roux-en-Y reconstruction was associated with a significantly higher rate of late onset 
(>1 year posttransplant) NAS compared to the duct-to-duct group. We have therefore concluded 
that the use of duct-to-duct biliary reconstruction in patients with PSC is associated with lo-
wer incidences of posttransplant cholangitis and late NAS compared with Roux-en-Y hepatico-
jejunostomy. If technically and anatomically feasible, duct-to-duct anastomosis should be the 
preferred technique of biliary reconstruction in patients undergoing OLT for PSC.   
The aim of Chapter 4 was to investigate the relationship between peak ALT levels and the 
development of NAS after OLT with grafts from DCD and DBD donors. We retrospectively 
analyzed DCD and DBD donors in two different liver transplant centers. A total of 498 donors 
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were investigated (401 DBD and 97 DCD). We found that a peak ALT level above 1300 IU/L was 
significantly associated with the development of NAS after DCD liver transplantation (in both 
cohorts) with a four-year cumulative incidence of 51.4%, compared to only 11.6% when the peak 
ALT was below the cutoff value. There was no relation between peak ALT and the development 
of NAS in patients receiving DBD livers. Multivariate analysis revealed peak ALT levels > 1300 
IU/L to be independently associated with the development of NAS after DCD liver transplanta-
tion after adjustment for cold ischemic time, PSC and donor age. These findings show that peak 
ALT can be used as a clinically useful biomarker to distinguish which patients are at high- and 
low-risk of developing NAS after receiving a DCD graft. 
The aim of Chapter 5 was to assess the endogenous regenerative capacity of the human 
extrahepatic bile duct after injury. We performed immunohistochemical double staining with 
the biliary epithelial cell marker cytokeratin 19, and the proliferation marker Ki-67, to localize 
proliferating biliary epithelial cells in the extrahepatic bile duct.  Two distinct patterns of bili-
ary epithelial proliferation were identified after damage. When the biliary lining was grossly 
intact (e.g. in cholangitis), restoration of the biliary epithelial lining was predominantly due to 
proliferation of neighboring epithelial cells lining the bile duct lumen. In contrast, after severe 
biliary epithelial cell damage, proliferation mainly occurred in the peribiliary glands (PBGs). In 
addition, we showed that progenitor-like cells were present within the human extrahepatic bile 
duct, raising the possibility that the PBGs are the regenerative compartments of the extrahepa-
tic bile duct and might determine the overall regenerative capacity. 
The aim of Chapter 6 was to address the question whether regenerative mechanisms from 
outside the liver or bile ducts contribute to extrahepatic biliary repair. Since a certain degree of 
transplant-related injury to cholangiocytes is thought to occur in any liver transplantation, but 
will not necessarily lead to severe clinical sequelae, we sought to identify whether recipient-de-
rived cells were present in the extrahepatic bile duct and might therefore contribute to repair. 
In order to achieve this we exploited a unique cohort of ten female-to-male transplant reci-
pients who underwent duct-to-duct anastomosis and therefore had extrahepatic bile duct avai-
lable for tissue-based analysis. We used FISH probes targeted towards X and Y chromosomes 
in the nuclei of luminal epithelial cells and the cell lining of the PBGs in order to identify likely 
recipient-derived cells. For the first time we have shown that recipient derived cells are present 
in the extrahepatic bile duct of some (4/10) patients, including in the PBGs. Furthermore, two 
of the three patients with NAS had recipient-derived cells in the PBGs, supporting the current 
hypothesis that this niche is important in biliary regeneration. 
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In Chapter 7 we investigated the potential beneficial effects of hypothermic machine perfu-
sion (HMP) on bile duct integrity compared to the traditional method of simple cold storage (SCS). 
In a porcine model, after the induction of cardiac arrest the procurement of liver grafts was de-
layed for 30 minutes. Thereafter, livers were perfused in situ with HTK (4ºC) and preserved for 4 
h by either SCS or oxygenated HMP (10ºC).Transplantation was simulated thereafter by ex-vivo re-
perfusion at 37ºC with oxygenated autologous porcine blood. After reperfusion, arterial flow was 
higher in the HMP group, compared to SCS. Release of hepatocellular enzymes was significantly 
higher in the SCS group. Markers of biliary epithelial injury and function were similar in the two 
groups. However, histology of bile ducts revealed significantly less arteriolonecrosis of the peri-
biliary vascular plexus in HMP preserved livers. Based on these findings we have concluded that 
oxygenated HMP in pigs seems to be associated with better perfusion of the bile ducts associated 
with a potentially better post-ischemic recovery of the bile ducts.   
In Chapter 8 we investigated if bile production is a suitable biomarker to discriminate viable 
from non-viable livers during ex-vivo NMP. We therefore have studied functional performance 
as well as biochemical and histological evidence of hepatobiliary injury during ex-vivo NMP of 
human donor livers. After a median duration of cold storage of 6.5 hours, twelve extended criteria 
human livers that were declined for transplantation were ex-vivo perfused for 6 h at 37oC with 
an oxygenated solution based on red blood cells and plasma, using pressure controlled pulsatile 
perfusion of the hepatic artery and continuous portal perfusion. During perfusion, two patterns 
of bile flow could be identified: 1) steadily increasing bile production, resulting in a cumulative 
output of ≥30 g after 6 h (high bile output group), and 2) a cumulative bile production <20 g in 6 
h (low bile output group). Concentrations of transaminases and potassium in the perfusion fluid 
were significantly higher in the low bile output group, compared to the high bile output group. 
Biliary concentrations of bilirubin and bicarbonate were 4-times and 2-times higher in the high 
bile output group. Livers in the low bile output group displayed more signs of hepatic necrosis and 
venous congestion, compared to the high bile output group. Based on these findings we conclude 
that bile production is an easy assessable biomarker of hepatic viability during ex-vivo machine 
perfusion of human donor livers that could potentially be used to identify extended criteria livers 
that are suitable for transplantation.
GENERAL DISCUSSION AND FUTURE PERSPECTIVES
NAS remain the most troublesome biliary complication following OLT. The reported inci-


























such DCD transplant recipients, in whom the incidence is reported to be between 25% and 45% 
(1, 2). NAS are known to be highly therapy resistant, and eventually 25% of NAS patients will 
require retransplantation (3,4)
Identifying Risk Factors and Predicting Patients At-Risk for NAS
The identification of risk factors attributable to specific subpopulations of liver transplant 
recipients has led to the concept that NAS represents a heterogeneous group of disorders (5, 6) 
The findings presented in Chapter 3 provide new information on the pathogenesis of NAS and 
are in line with this emerging concept. 
In this thesis we propose that (recurrent) bacterial cholangitis contributes to the develop-
ment of late (>1 year) NAS, in line with previous reports indicating that late strictures are as-
sociated with immunological-related factors (5-7). The hypothesis that bacterial colonization 
can lead to late stricture formation raises the question why NAS-like strictures are not seen 
in similar non-transplant settings; Roux-en-Y hepatico-jejunostomies are also performed after 
pylorus-preserving pancreatico-duodenectomies (PPPD), and NAS does not occur (8). A possible 
explanation could be that late NAS occurring after Roux-en-Y hepatico-jejunostomy in PSC 
patients after OLT is the product of a ‘double-hit’ phenomenon of ischemia/reperfusion in-
jury occurring together with immunological injury. Future studies need to address this ques-
tion. Based on our results we would advise transplant surgeons to avoid the use of Roux-en-Y 
hepatico-jejunostomy, but we recognize that this is not always possible. Patients in whom 
a duct-to-duct reconstruction is contraindicated could potentially benefit from measures 
that prevent cholangitis after OLT, such as the avoidance of antacids, prolonged selective bo-
wel decontamination (SBD), or even the administration of probiotics (9, 10). Whether these 
measures indeed lead to a reduction in late NAS needs to be established in clinical trials, 
while more fundamental studies should aim to investigate the link between immune-medi-
ated cholangiocyte injury after cholangitis and the innate and adaptive immune responses 
that might lead to stricture formation (11). 
Ischemia/reperfusion injury is thought to play a central role in the development of NAS 
after DCD transplantation because these grafts have suffered from an additional period of 
warm ischemia during donor procurement (1, 12). Unfortunately, suitable predictive markers of 
NAS development are still lacking. We provide evidence that early postoperative ALT levels can 
identify patients at high-risk of NAS development after DCD transplantation; the early identi-
fication of these high-risk patients, presumably due to increased ischemia/reperfusion injury, 
might provide opportunities for better therapeutic intervention (2, 13). Besides more aggressive 
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monitoring of these high-risk patients, pharmacological interventions that aim to reduce the 
damaging effects of toxic bile salts (such as (nor)ursodeoxycholic acid) are of interest, since it 
has been shown that ischemia-reperfusion injury exacerbates the damaging effects of bile salts 
after transplantation (2, 14-16). In addition, the use of peak ALT as a predictor of NAS is of inte-
rest in the viability testing of livers during ex-vivo machine preservation.
The Regenerative Potential of Extrahepatic Donor Bile Ducts
With respect to the regenerative potential of extrahepatic bile ducts and the response of 
cholangiocytes to damage, the important findings reported in this thesis are:  
1) after mild cholangiocyte damage, restoration occurs within the luminal cholangiocyte 
layer of the bile duct; 2) when there is severe loss of luminal cholangiocytes, proliferation is 
mainly located within PBGs; 3) PBGs harbor putative progenitor cells that might be responsible 
for regeneration; 4) cells from outside the liver are capable of repopulating the cholangiocyte 
layer of the bile duct; and 5) extensive cholangiocyte loss is seen after procurement only 30 
minutes after cardiac death in pigs. The studies not only indicate that donor extrahepatic bile 
ducts have a regenerational potential but also that bile duct regeneration is needed after OLT. 
One of the most unexpected findings was the extent of cholangiocyte loss seen prior to graft 
preservation in our pig DCD model. Comparative data from humans on the extent of cholangio-
cyte loss in DCD-procured grafts is lacking. However, two recently published reports in humans 
have investigated the extent of cholangiocyte damage of donor bile ducts after DBD transplan-
tation (17, 18). The extent of cholangiocyte loss observed in our porcine model, together with the 
findings of these two clinical reports, suggest that NAS development might be related to diffe-
rences in regeneration rather than cholangiocyte injury alone (19). Based on our findings, these 
underlying differences in regenerative potential could potentially be attributed to differences 
in the function of PBGs, especially since the proposed first-line mechanism of repopulation 
with luminal cholangiocytes is severely impaired. Dipaola et al. have recently demonstrated in 
mice that PBGs contain cells expressing early transcription factors, such as Sox17 and Pdx1, and 
that these glands proliferate in response to injury, in line with our hypothesis (20). Histological 
scoring systems need to specifically evaluate the PBGs as well at the luminal cholangiocytes in 
order to fully assess the regenerative potential of extrahepatic donor bile ducts. If clinical corre-
lations between NAS and the regenerative potential of PBGs can be made, this phenomenon is 
worthy of further study and new strategies to preserve these highly important structures after 

























Machine Preservation And Viability Testing of Livers Based on Bile Output
Although machine-preservation of liver grafts was used in the early days of transplantation, 
it was later abandoned. Due to recent advances in this field there has been renewed interest in 
its use to preserve organs, especially for sub-optimal liver grafts. A large variety of different 
methods for machine perfusion of liver grafts are currently under investigation; hypother-
mic oxygenated or non-oxygenated, subnormothermic and normothermic perfusion; blood-
based perfusion solutions and acellular oxygen carriers (21-24). To date, no consensus has been 
reached regarding the superiority of the different available techniques. However, in line with 
the findings presented in this thesis superiority of machine perfusion over the traditional SCS 
is increasingly accepted for the preservation of sub-optimal grafts (24-27).
Oxygenated HMP is characterized by its relative simplicity compared to NMP. Our data pro-
vide supporting evidence that this method results in better preservation of bile ducts after DCD 
transplantation as illustrated by a better preservation of the peribiliary vascular plexus. The 
fact that the biliary microvasculature plays a pivotal role in the preservation of bile ducts is 
well described (2, 17, 28-31). However, why arteriolonecrosis is so critical to the development of 
biliary complications and what is happening at the cellular level when this occurs is still poorly 
understood. It seems unlikely that compromise of the peribiliary plexus possibly causing sub-
sequent (luminal) cholangiocyte loss is of high importance, especially since luminal loss of cho-
langiocytes is recently found to be unrelated to stricture formation (17). A better explanation 
might be that disturbances in the peribiliary plexus lead to increased mural necrosis. However, 
although we could not demonstrate differences in the degree of mural necrosis between the 
SCS and HMP group in our DCD model, it has recently been demonstrated that bile duct necro-
sis is closely related to NAS development (17).  Whether the underlying stroma of the bile duct 
wall should be considered as ‘soil’ for cholangiocyte regeneration, and what the exact influence 
of the stromal environment is in relation to needs to be investigated. 
The ability to perform ex-vivo real-time assessment of metabolism is a major advantage of 
NMP (32, 33). Recently our group has shown the feasibility of applying this technique to human 
livers that were declined for transplantation (33). In the final chapter of this thesis, we demon-
strate that bile production clearly correlates with liver function and can discriminate between 
‘good’- and ‘poor’-quality human livers that were declined for transplantation thereby valida-
ting previous experimental reports addressing this topic (34). These findings are in line with the 
reported value of bile production to predict hepatic function after OLT (35). 
9
138
In contrast to HMP, which is already being tested in clinical studies, the use of NMP prior to 
human transplantation has not yet described is likely to start in the near future (27). Although 
in our report half of the perfused grafts showed an acceptable hepatic function these results 
should be interpreted with caution; we do not imply that 50% of these liver would have been 
‘good’ livers because other factors (such as NAS) have to be addressed and future studies should 
aim to identify suitable parameters to estimate the risk of biliary complications as well (such 
as peak ALT assessment as previously suggested). However, for those livers rejected primarily 
because of an estimated poor hepatic function, our proposed criteria to assess discarded livers 
are of importance. In other cases complementary parameters to predict biliary outcomes are 
warranted.
Of relevance to clinical practice is the ability to identify functioning grafts as soon as after 
2,5 hours of NMP indicating that long time periods of HMP are not necessary to assess hepatic 
function. The question still remains whether the livers with high-bile output would also retain 
acceptable function in-vivo; in other words, to what degree does a surrogate of liver function ex-
vivo predict behaviour after transplantation? These questions can only be answered after trans-
plantation and by performing prospective clinical trails with long periods of post-transplant 
follow up. However, we show that the assessment of bile production aids to identify those livers 
with greater potential for ‘good’ function and could therefore be used to make the step towards 
transplantation.  The correlation of bile production with long-term outcomes after transplan-
tation needs to be investigated, and the benefits of NMP on the preservation of bile ducts needs 
to be addressed in future studies. 
In summary, this thesis provides new insights into risk factors and predictors for the deve-
lopment of NAS. Roux-en-Y hepatico-jejunostomy with recurrent episodes of cholangitis con-
tributed to late NAS. Peak ALT levels within the first postoperative week were shown to be pre-
dictive for NAS after DCD liver transplantation. We demonstrate that extrahepatic bile ducts 
have distinct mechanisms to regenerate after damage and that repair is warranted after OLT. 
We show that preservation of the viability of bile ducts, in particular the PBGs, is important and 
that this compartment plays a pivotal role in determining the regenerative capacity of donor 
bile ducts. We demonstrate that HMP preservation of DCD liver grafts, has beneficial impact 
on bile duct preservation. Finally, we provide evidence that the assessment of bile production 
during oxygenated ex-vivo NMP; has the potential to discriminate between ‘good’- and ‘poor’ 
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Orthotope levertransplantatie (OLT) is een succesvolle behandeling voor patiënten met 
acuut leverfalen of eindstadium chronische leverziekten. Eén van de grootste uitdagingen bij 
levertransplantaties is het verlagen van het aantal postoperatieve complicaties. Het gaat in het 
bijzonder om galwegcomplicaties aangezien deze verantwoordelijk zijn voor een aanzienlijke 
verhoging van de morbiditeit en mortaliteit. Het humane galwegsysteem bestaat uit een con-
vergerend netwerk van galwegen. Kleine intrahepatische galwegen komen samen tot grotere 
galwegen en vormen uiteindelijk de extrahepatische galweg, welke de verbinding vormt tussen 
de lever en het duodenum. Zowel de intra- als de extrahepatische galweg wordt bekleed met een 
enkele laag van galweg epitheelcellen (cholangiocyten). Galweg epitheelcellen lijken een cen-
trale rol te spelen in de pathogenese van galwegcomplicaties na levertransplantatie. Uit experi-
menteel onderzoek is gebleken dat juist deze cellen zeer gevoelig zijn voor ischemie/reperfusie 
schade die onvermijdelijk optreedt tijdens een levertransplantatie. De meest beruchte mani-
festatie van schade aan het galweg epitheel na levertransplantatie is het optreden van non-
anastomotische stricturen (NAS). NAS zijn vaak therapieresistent en leiden frequent tot het 
verlies van het primaire transplantaat met dientengevolge de noodzaak tot retransplantatie. Al 
vroeg na de herkenning van NAS als een op zich zelf staand fenomeen werd de link gelegd met 
stricturen die optreden bij arteria hepatica thrombose. Aanvankelijk werd dan ook gedacht dat 
de etiologie van NAS primair gerelateerd was aan ischemie. Steeds meer studies hebben echter 
risicofactoren geïdentificeerd voor het ontstaan van NAS die niet (direct) gerelateerd zijn aan 
ischemie/reperfusie schade, zoals galzout toxiciteit en immuun-gemedieerde schade aan het 
galweg epitheel. De huidige gedachtegang is dan ook dat NAS een multifactoriële oorsprong 
hebben. De meeste onderzoeken over NAS richten zich op het identificeren van risicofactoren 
en de mogelijke mechanismen die verantwoordelijk zijn voor het optreden van primaire schade 
aan het galweg epitheel. Kennis over herstelmechanismen en de regeneratieve capaciteit van de 
galweg is schaars, in het bijzonder voor de extrahepatische galweg. 
Dit proefschrift richt zich primair op onderzoek naar herstelmechanismen van de galweg 
nadat initiële schade zich reeds heeft voorgedaan. 
Hoofdstuk 2
Dit hoofdstuk geeft een samenvatting van de huidige inzichten betreffende de pathogenese 
van NAS. In dit hoofdstuk wordt het concept benadrukt dat niet alle manifestaties van NAS gelijk 
zijn en dat de verscheidenheid van risicofactoren wellicht een onderbouwing is van de hypothese 
dat er verschillende typen NAS bestaan. Er is een groeiende overtuiging dat verschillende facto-
ren die niet direct aan ischemie gerelateerd zijn een essentiële rol spelen in het ontstaan van NAS. 






















tie ontvangers, inclusief het bestaan van verschillen in het tijdstip van ontstaan, de lokalisatie en 
de ernst van de stricturen. Tezamen met andere onderliggende oorzaken zoals galzout toxiciteit 
en immuun-gemedieerde schade wordt het brede spectrum van galweg stricturen na levertrans-
plantatie beter verklaard. Zowel de huidige inzichten ten aanzien van de pathogenese van NAS als 
potentiële aangrijpingspunten om galweg schade te verminderen en de galwegen te preserveren, 
worden in dit hoofdstuk beschreven.
Hoofdstuk 3
De twee chirurgische technieken die het meest gebruikt worden voor de reconstructie van 
de galweg ten tijde van een levertransplantatie zijn de duct-to-duct anastomose en de Roux-
en-Y hepatico-jejunostomie. Hoewel de duct-to-duct methode als gouden standaard geldt voor 
levertransplantaties in het algemeen, neigen chirurgen hiervan af te wijken als het gaat om pa-
tiënten die getransplanteerd worden met als hoofdindicatie primair scleroserende cholangitis 
(PSC). Bij deze groep patienten wordt ernaar gestreefd om zoveel mogelijk van de extrahepa-
tische galweg te reserceren om de kans op recidief van primaire ziekte en andere complica-
ties zoals het optreden van cholangiocarcinoom te verminderen. Echter is het onduidelijk in 
hoeverre het gebruik van Roux-en-Y hepatico-jejunostomie op langere termijn daadwerkelijk 
de voorkeur verdient. In het UMCG wordt duct-to-duct als voorkeursmethode gebruikt, tenzij 
er pre- of peroperatief aanwijzingen zijn voor ernstige schade aan de galweg. In dit hoofdstuk 
wordt het selectieve gebruik van duct-to-duct als voorkeursmethode beschreven en analyseren 
we retrospectief de lange termijn uitkomsten van beide technieken van in totaal 98 volwassen 
patiënten die getransplanteerd zijn voor PSC. In 45 gevallen werd een duct-to-duct reconstruc-
tie uitgevoerd en in 53 gevallen werd besloten om een Roux-en-Y hepatico-jejunostomie te ver-
richten. Er werden geen verschillen gevonden ten aanzien van demografische gegevens, alge-
mene chirurgische variabelen, het optreden van NAS binnen één jaar na transplantatie (vroege 
NAS), gallekkage en de incidentie van cholangiocarcinoom. Echter vonden we in de Roux-en-Y 
groep significant meer patiënten die tenminste één episode van cholangitis hadden gehad in 
het eerste jaar na transplantatie en ook was de incidentie van NAS gediagnosticeerd na het 
eerste postoperatieve jaar (late NAS) significant hoger. Derhalve doen wij de aanbeveling voor 
het selectieve gebruik van duct-to-duct reconstructie bij PSC patiënten indien dit technisch en 
anatomisch mogelijk is. 
Hoofdstuk 4
Dit hoofdstuk beschrijft een retrospectieve studie waarin we de relatie tussen de piek-
waarden van alanine aminotransferase (ALT) in de eerste week na levertransplantatie en het 
ontstaan van NAS hebben onderzocht. Voor deze analyse werden twee afzonderlijke cohorten 
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gebruikt waarbij we een onderscheid hebben gemaakt in levers afkomstig van hersendode do-
noren (DBD) en levers afkomstig van hartdode donoren (DCD). Er wordt verondersteld dat er 
bij DCD levers meer ischemie/reperfusie schade ontstaat dan bij DBD levers door de additio-
nele periode van warme ischemie tijdens de donorfase. In dit hoofdstuk bestuderen we of de 
piekwaarde van ALT, als maat voor ischemie/reperfusie schade, een goede voorspeller is voor 
het ontstaan van NAS. We concluderen dat een piek ALT waarde van meer dan 1300 IU/L (in 
de eerste week na OLT) significant geassocieerd is met het ontstaan van NAS na DCD (in beide 
cohorten) met een cumulatieve 4-jaars incidentie van 51.4%, vergeleken met slechts 11.6% bij een 
piekwaarde onder de afkapwaarde. Deze associatie werd niet aangetoond bij patiënten die wa-
ren getransplanteerd met een lever afkomstig van een DBD donor. Deze bevindingen tonen aan 
dat de piek ALT waarde bij DCD levertransplantatie als goede klinische marker kan fungeren 
om hoog- en laagrisico patiënten voor het ontstaan van NAS te identificeren. 
Hoofdstuk 5
Het doel van dit hoofdstuk was om het endogene herstelvermogen van de galweg te onder-
zoeken. Hiervoor hebben we zowel immunohistochemische als immununofluorescente dubbel-
kleuring gedaan op humane extrahepatische galwegbiopten. In dit hoofdstuk laten we zien dat er 
twee afzonderlijke patronen van galweg epitheel proliferatie te onderscheiden zijn. Wanneer de 
continuïteit van het luminale galweg epitheel nog grotendeels intact is (zoals bij cholangitis), lijkt 
herstel van galweg epitheel voornamelijk plaats te vinden door de deling van luminale epitheel 
cellen. Echter bij ernstige schade geassocieerd met (partiële) denudatie van het luminale galweg 
epitheel (zoals bij NAS), vindt deling vooral plaats in de peribiliare klieren. Daarnaast tonen we 
aan dat er potentiële progenitor cellen aanwezig zijn in de humane extrahepatische galweg (zo-
wel in het lumen als in de peribiliaire klieren). Deze bevindingen ondersteunen de hypothese dat 
de peribiliaire klieren belangrijke regeneratieve compartimenten zijn en mogelijk bepalend zijn 
voor de algehele herstelcapaciteit van de galweg. 
Hoofdstuk 6
In navolging op het voorgaande hoofdstuk waarin we endogene herstelmechanismen on-
derzochten, staat in dit hoofdstuk de vraag centraal of er ook herstelmechanismen van buiten 
de lever en galwegen afkomstig geïdentificeerd kunnen worden die bijdragen aan herstel van 
de extrahepatische galweg na schade. Hiervoor onderzochten we galwegbiopten van mannen 
die een primaire lever hadden ontvangen afkomstig van een vrouwelijke donor. In het deel van 
de extrahepatische galweg afkomstig van de donor hebben we, met behulp van fluorescentie in 
situ hybridisatie (FISH), Y-positieve cellen (afkomstig van de mannelijke ontvanger) aangetoond 






















ten met NAS werden Y-positieve cellen in de peribiliaire klieren aangetoond. Hiermee wordt 
de hypothese ondersteund dat deze klieren van belang zijn bij herstel van de galweg na schade.
Hoofdstuk 7
Dit hoofdstuk beschrijft een experimenteel onderzoek met varkenslevers waarbij het ef-
fect - op behoud van de integriteit van de galweg - van hypotherme machine perfusie (HMP) 
wordt vergeleken met de standaard koude statische preservatiemethode (SCS). Hiervoor heb-
ben we gebruik gemaakt van een DCD model met een warme ischemietijd van 30 minuten. 
Na explantatie werden de levers gedurende 4 uur gepreserveerd, middels SCS of HMP, waarna 
transplantatie werd nagebootst middels ex-vivo reperfusie met geoxygeneerd autoloog var-
kensbloed bij een temperatuur van 37ºC (normotherm). In deze studie laten we zien dat de 
arteriële bloedflow na reperfusie hoger was in de HMP groep. Verder was de concentratie 
van de transaminasen significant hoger in het perfusaat van de levers in de SCS groep. Ana-
lyse van overige perfusaatmarkers voor functionaliteit en schade aan galweg epitheel waren 
vergelijkbaar in beide groepen. Niettemin was er in de HMP groep minder arteriolonecrose 
van de peribiliaire plexus; uit recent onderzoek is aangetoond dat dit een belangrijke histo-
logische voorspeller is voor het ontstaan van NAS. We concluderen dan ook dat HMP van 
varkenslevers leidt tot een betere perfusie van de galwegen en dat galwegen gepreserveerd 
middels deze methode mogelijk beter in staat zijn zich te herstellen na schade.  
Hoofdstuk 8
Een belangrijk voordeel van geoxygeneerde normotherme machineperfusie (NMP) is dat 
deze techniek het mogelijk maakt om donorlevers op functionaliteit en vitaliteit te beoordelen, 
omdat levers in een metabool actieve staat blijven. In dit laatste hoofdstuk hebben we onder-
zocht of galproductie een geschikte marker is om te discrimineren tussen vitale en niet-vitale 
donorlevers. Hiervoor hebben we 12 humane donorlevers gebruikt die afgekeurd waren voor 
transplantatie. Deze levers werden na SCS, met een mediane koude ischemietijd van 6,5 uur, 
6 uur lang aangesloten op een perfusiesysteem voor NMP. De geoxygeneerde perfusievloeistof 
bestaat onder andere uit rode bloedcellen, bloedplasma en nutriënten. Om de vitaliteit te be-
oordelen hebben we functionele en biochemische waarden in het perfusaat geanalyseerd en 
bestudeerden we de histologie van het leverparenchym. Op basis van de galproductie kinetiek 
van de afzonderlijke levers hebben we ervoor gekozen om een cumulatieve galproductie na 
6 uur NMP van 20 g te gebruiken als afkapwaarde voor levers met een lage (<20 g) en hoge 
(≥ 20 g) galproductie. De perfusaat waarden voor transaminasen en kalium waren significant 
hoger in de levers met een lage galproductie. Daarnaast was de concentratie van bilirubine en 
bicarbonaat in het geproduceerde gal respectievelijk vier- en tweemaal hoger in de levers met 
een hoge galproductie in vergelijking met de levers met een lage galproductie. De histologische 
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beoordeling van de leverbiopten wijst uit dat er meer levernecrose en veneuze congestie was in 
de levers met een lage galproductie in vergelijking met de levers met een hoge galproductie. Op 
basis van deze bevindingen concluderen we dat het analyseren van de galproductie een relatief 
eenvoudige methode is om de vitaliteit van humane donorlevers in te schatten tijdens ex-vivo 
NMP. Het identificeren van vitale levers binnen de groep ECD levers zal naar onze verwachting 

























“Are you ready? We go”. Dit is de allereerste Amerikaanse zin die mijn ouders mij (als 
halve Amerikaan) geleerd hebben. Op jonge leeftijd ging ik ermee ‘aan de haal’ en gebruikte 
ik deze zin meerdere malen per dag. De boodschap die ik hiermee wilde geven was dat ik 
klaar was met wat ik aan het doen was en dat ik vond dat mijn ouders ook klaar waren om 
te gaan. In de daaropvolgende 25 jaar heb ik deze grammaticaal incorrecte zin niet meer 
gebruikt, maar met het afronden van mijn promotie neig ik er toch weer toe om dit te gaan 
gebruiken. Het grote verschil is echter dat ik de subjectieve boodschap die ik eerder aan deze 
zin gaf, nu niet passend vind. Promoveren doe je namelijk niet alleen, want zonder de hulp, 
adviezen, commentaren en andere ondersteuning van collega’s, vrienden en familie zou 
het nooit gelukt zijn om dit proefschrift succesvol af te ronden. De afgelopen jaren zijn dan 
ook bij uitstek een reflectie van een succesvolle (multidisciplinaire) samenwerking. Graag 
wil ik bij deze dan ook mijn dank uitspreken aan een ieder die betrokken is geweest bij de 
totstandkoming van dit proefschrift. 
Dit alles gezegd hebbende zou ik dan toch nog één keer aan de haal willen gaan met mijn 
allereerste Amerikaanse zin: “Are you ready? We go’’, waarmee ik een aantal personen in het 
bijzonder wil bedanken voor hun bijdrage aan ‘wij’; 
Allereerst professor R.J. Porte, beste Robert. Toen ik vroeger fanatiek aan het tennissen 
was heb ik er vaak over nagedacht hoe het zou zijn om tennisles te krijgen van Pete Sampras. 
Dit is nooit uitgekomen, maar -in een hele andere tak van sport- heb ik wel mogen ervaren hoe 
het is om begeleid te worden door een absolute topprofessional, uitmuntende leermeester en 
bovenal een enorm betrokken persoon. Ik ben er dan ook van overtuigd dat ik me geen betere 
promotor had kunnen wensen. De positieve invloed die je door jouw gedrevenheid op mij als 
promovendus, op mij als persoon en op het hele team over weet te brengen, is in mijn ogen 
een unieke gave. Ik ben blij dat ik de afgelopen jaren veel van je heb mogen leren met name op 
het gebied van het vertalen van een klinisch relevant probleem in een wetenschappelijk idee 
om vervolgens samen op zoek te gaan naar een oplossing. De manier waarop jij altijd denkt 
in termen van ideeën en oplossingen is uniek. Je hebt me niet alleen begeleid in het schrijven 
van een wetenschappelijk plan en de uitvoering van het onderzoek, maar je hebt me ook laten 
inzien waarom ik in de toekomst onderzoek wil blijven combineren met patiëntenzorg. Beste 
Robert, bedankt hiervoor, je bent een groot voorbeeld, en ik ben ervan overtuigd dat onze 
samenwerking ook na afronding van dit proefschrift stand zal houden. Ik mis de BBQ’s en de 
onvergetelijke congresbezoeken in het (buiten)land nu al! 
















van ‘leveronderzoek’ op het chirurgisch onderzoekslaboratorium niet zo gek verschilt van 
het als ‘onderzoeksslaaf’ fungeren onder het juk van regime Lisman. Geenszins ben ik van 
plan om afstand te doen van deze uitspraak. Wel wil ik graag aanvullen dat ik het als een 
voorrecht zie om me onder jou regime te hebben mogen scharen. De manier hoe jij vanuit 
een biologische invalshoek kijkt naar de meer klinische vraagstukken is onmisbaar geweest. 
Jouw onbevlekte en vooral ongenuanceerde manier van commentaar geven is uniek, snel, 
rechtvaardig en extreem waardevol. Ik heb ervan genoten dat jij me als één van je eerste 
promovendi in Groningen hebt begeleid. Je bent een groot wetenschapper en ik geniet nog 
altijd van het moment dat we samen hebben gevierd dat mijn eerste publicatie ervoor zorgde 
dat de teller bij jou op honderd is komen te staan.  Beste Ton, bedankt voor je ondersteuning, 
snelle interventies, vermaak op welke borrel dan ook, unieke uitspraken en gastvrijheid op 
het Groningse platteland…!  
Prof. dr. A.S.H. Gouw, beste Annette, dank voor alle tijd die je hebt besteed aan het 
uitleggen van allerlei vraagstukken aan deze ‘jonge chirurg’, zoals je mij altijd noemde. 
Ik ben me er ten aller tijde bewust van geweest hoe kostbaar je tijd is en tegelijkertijd hoe 
waardevol deze tijd voor mij was. Zonder jouw ‘pathologische’ blik op de beoordeling van de 
microscopische galweg en lever, zou haast geen hoofdstuk van mijn proefschrift compleet 
zijn geweest. Het feit dat jij een ‘jonge psychiater’ hebt geleerd hoe je een cholangiocyt van 
een hepatocyt onderscheidt, hoe een H&E coupe geïnterpreteerd hoort te worden en bovenal 
waarom het zo leuk is om dit te kunnen, is louter aan jouw motiverende expertise te danken. 
Dr. M.C. Harmsen, beste Marco. Ook jou wil ik graag bedanken. Ik heb mijn 
wetenschappelijke stage op jouw lab mogen doen in samenwerking met Robert. Een direct 
succes van de JSM cursusweek. Jouw inbreng aan mijn wetenschappelijke denkwijze en dit 
proefschrift is substantieel. 
Leden van de beoordelingscommissie: Prof. E.J. van der Jagt, prof. K.N. Faber en prof. G. 
Kazemier, dank voor het beoordelen van dit proefschrift. 
Prof. dr. M.J.H. Slooff, dank voor uw inspirerende en stimulerende gesprekken op borrels 
en symposia. Zeer waardevol om met u van gedachten te wisselen. Het is mij een eer dat u een 
bijzondere rol zal spelen tijdens mijn promotie. 
Sanna op den Dries, beste SODD, partner in crime. Van de extra-, naar de intrahepatische 
galweg en andersom, via stamcellen naar machine preservatie en weer terug, hebben wij 
samen fantastisch samengewerkt. Ik heb ervan genoten om een groot aantal hepatobiliaire 
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vraagstukken met jou te ‘tackelen’. Het feit dat jij als JSM studente bij mij bent begonnen en 
waarschijnlijk enkele dagen vóór mij gaat promoveren is een reflectie van jouw uitzonderlijke 
onderzoekscapaciteiten. Bedankt voor de prettige samenwerking! Negin Karimian: Although 
our cooperation started a year ago, it feels like I have known you for such a long time! This 
obviously has to do with the fact that our working days together were twice as long compared 
to the average PhD-student because we have been available for MP liver 24/7 during the past 
year. But we did it, and I have enjoyed it! Looking forward to your dissertation!! Kerem Sebib 
Korkmaz; onze samenwerking staat voor het L(UMC)G!
De Junior Scientific Masterclass wil ik heel graag bedanken, omdat jullie het mogelijk 
hebben gemaakt dat ik naast, en gedurende, mijn MD ook mijn PhD heb kunnen behalen. 
Als oud student-lid van de programmagroep hebben jullie een speciale plek in mijn 
onderzoekshart! Erg bijzonder om als student samen met dr. Carolien Woolthuis (!) mijn 
steentje te hebben bijgedragen aan de organisatie. Bedankt prof. dr. T.H. The, prof. dr. J.C. 
Kluin-Nelemans, prof. dr. H.J. Verkade, prof. dr. W.J. van Son, prof. H.H. Kampinga,  dr. 
M.H.W.  Hooiveld, ing (en de eerder genoemden dr. M.C. Harmsen en promotor Porte) voor 
de samenwerking! JSM; dank voor dit fantastische traject. 
Collega’s van het Chirurgisch Onderzoekslaboratorium; Jacco Zwaagstra: mijn hoofd van 
het lab; bedankt voor alles tips & trics op de werkvloer. Jouw regels op het lab zijn zowel gevreesd 
als geliefd, maar zeker onmisbaar! Jacco, bij deze nodig ik je persoonlijk uit om aanwezig te 
zijn tijdens mijn proefschriftverdediging (voor het geval je het niet hebben gekregen van een 
persoonlijke uitnodiging gaat gebruiken om te schitteren in afwezigheid, iets waar je met de 
jaarlijkse labdagen ook een handje van hebt). Janneke Wiersema-Buist: dankjewel voor je 
enorme bijdrage aan de bepalingen, immunohistochemische kleuringen en geduld met het 
uitleggen ervan. Ik heb altijd fijn met je samengewerkt. Jelle Adelmeijer: dank voor al je geduld 
in het aanleren van de labtechnieken. Ook dank voor het continu in een groter daglicht zetten 
van mijn extreem zeldzame misstappen op het lab. Renee Gras, Susanne Veldhuis, Petra Ottens 
en Michel Weij: dank voor het delen van jullie expertise op dierexperimenteel gebied en het zijn 
van ontzettend gezellige collegae. Rozemarijn Kox: ik heb het altijd fijn gevonden dat jij niet 
boos werd als ik je veelvuldig dezelfde vragen stelde betreffende routine  labzaken. Bedankt! 
Henri Leuvenink; dank voor al je adviezen, kritische vragen en interessante discussies tijdens 
de lunchpauze! Maximilia Hottenrott, Valerie Wiersma, Douwe Samplonius, Astrid Klooster, 
Marloes Gooden, Paria Mahboub, Jurjen Gerssen, Eelke Bos, Welmoet Westendorp, Dane 

















Comité Teres;  hét platform dat zich er primair op richt om de lever kleur te geven. 
De kritische beoordelingen van ‘peers’ (ook wel promovendi), supervisoren (ook wel 
commissarissen) en studenten is van onschatbare waarde. Dank voor de levendige discussies. 
La kabouter en de Kips blijft een niet te overtreffen combinatie. En onthoud dat elke promotie 
de CT-lever méér kleur geeft..!
Overige collega COL-lever promovendi van het TRIADE gebouw. Dank voor de gezellige 
momenten en wetenschappelijke reflecties. Marc Kirschbaum (laat jezelf niet voor de gek 
houden), Edris Alkozai (Charlotte “hoog”), Greg Hugenholz (the sky is the limit), Anne-
Marieke Schut (koester mijn plek), Freeha Arshad (books are just books), Andrie Westerkamp 
(houd het W L(ever) G(alwegen) hoog!) Golnar Karimian (thanks for your scientific thoughts, 
and being a nice ‘jokable’ roommate).
Waarde voorgangers dank voor de overdracht van informatie en kennis. Dr. C.I. Buis; 
de galwegen zijn nog steeds in leven. Dr. I.T.A. Pereboom, beste Ilona; dank voor de leuke 
samenwerking. Dr. R.C. Verdonk, beste Robert; wellicht aangestoken door jouw enthousiasme 
over de galwegen. Strike, two! Dank voor de brainstormavonden onder het genot van drankje 
in de stad(lander)!
Bedankt voor de (multi)disciplinaire adviezen; prof. dr. J.L. Hillebrands, prof. dr. H. van 
Goor,  dr. Lydia Visser, Ing. K.A. Sjollema, dr. B.G. Hepkema, dr. L.B. Bungener, dhr. J.T. 
Bottema, dr. A.P. van den Berg. 
Alle andere collega’s met wie ik samen heb gewerkt, een aio-kamer heb gedeeld, een aio-
hal heb gedeeld, of advies heb gekregen wil ik graag bedanken: 
Ilsalien Bakker, Marco Verkaik, Maarten Speijers, Dirk Bosch, Maarten Niebling, Jeffrey 
Damman,  Justin Smit, Liesbeth van Schie, Hilde Hoving, Anne van Zoonen, Jenneke 
Hamminga, Miriam Boersema, Guido Krenning, Jan-Renier Moonen, Marta Capala, 
Deborah van Dijk en Rick Pleijhuis. 
Alle (oud)studenten van het leverteam. Mijn dank is aan jullie is zeer groot en jullie inzet 
tijdens de levertransplantaties is prijzenswaardig!
Linda Albronda; Dank voor je secretariële ondersteuning gedurende de jaren!
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Heren van Organ Assist: Martin Kuizenga, Arjan van der Plaats en Ron Leuvenink. Dank 
voor de 24/7 technische ondersteuning gedurende de MP experimenten! 
Verder gaat mijn dank uit naar Marieke de Boer, dr. Sander IJtsma, dr. Paul Peeters, 
Ruben de Kleine en dr. Ger Sieders en dr. Taka Hara; voor de chirurgische ondersteuning 
tijdens de (humane) MP experimenten! Zonder jullie bereidheid om expertise met ons te 
delen tijdens de (meestal) nachtelijke experimenten met de humane levers waren deze niet 
gelukt. Mijn dank aan jullie is zeer groot! Daarnaast gaat mijn dank uit naar alle betrokken 
transplantatiecoördinatoren voor jullie fantastische hulp en diensten, in het bijzonder de 
Groningse; Ernst Buiter, Cees Brugman, Sjirk Fopma, Teun Bezema, Miranda Danhof-
Dalmolen en Marjolein Leemkuil; maar ook de andere betrokken coördinatoren van regio-
oost, en de rest van het land. 
Alle studenten die ik heb begeleid tijdens mijn tijd op het onderzoekslab: Felix Poppelaars, 
Mirjam Koster, Feike Kingma, Rico Bense, Alix Matton het was mij een waar genoegen, ook 
Pepijn Weeder, Laura Burlage: allen dank voor jullie samenwerking en jullie flexibiliteit voor het 
abrupt hulpverlenen in de nachtelijke uren. 
Ellen Beck; bedankt voor het delen van jouw creatieve inzichten om samen met mij het 
boekje vorm te geven! 
Om de jaren van hard werken aan een promotietraject op een goede manier door te komen 
zijn andere niet-werk gerelateerde zaken minstens zo belangrijk. Heren van HKC2339: Edwin 
Dierselhuis, Edwin Spithoven, Harmen Bouma, Harmen Booij, Jeroen Smid, Michel Joosten: 
een huis met meer dan 85% promovendi en veel meer dan 100% gezelligheid. Wat heb ik een 
mooie tijd met jullie gehad. Dank voor de sociale afleiding en het begrip voor het frequent 
doorwerken in de nachtelijke uren. MHD Cambrinus; over smaak valt niet te twisten; 
maar de tweede ‘galweg’-gerelateerde promotie is toch echt een feit. Dank voor fantastische 
vrijdagavonden. 
Top-dogs; Rik Stam, Tim Gros, Jan Hein Efdée, Joost Sprakel en Erik Schuurmans; ook 
jullie worden bedankt voor de support, sportieve en feestelijke noot.
Paranimfen Frank Hoexum en Bert Wobbes, wat kan ik over jullie zeggen; Hoexum 
sinds begin middelbare school ben je mijn maatje. De eindeloze discussies, talloze tripjes en 
















ik een broer heb, maar toch is het een beetje zo! Ik ken je vanaf mijn eerste levensjaar en 
sindsdien hebben wel veel samen meegemaakt. Ik heb enorm veel respect voor de manier 
waarop jij de doelen in je leven altijd weet te behalen. Frank en Bert, jullie hebben me altijd 
in alles gesteund en ik ben ontzettend blij dat we onlangs met zijn drieën naar Amerika zijn 
gegaan. Minstens zo blij en vereerd voel ik me dat jullie naast mij staan tijdens mijn promotie. 
Pap en Mam; dank voor de onvoorwaardelijke  steun die ik elke dag van mijn leven van 
jullie heb ontvangen. De nieuwe betekenis van “Are you ready, we go” geldt voor niemand 
méér dan voor jullie. Het afronden van dit proefschrift is onze verdienste; zonder jullie steun 
en opvoeding was écht niet gelukt..
Lieve Marjan; wat ben ik blij met jou! promoveren duurt lang, het pad dat ons écht bij 
elkaar heeft gebracht duurde nog langer maar gelukkig is het leven dat wij samen voor ons 





Michael Edward Sutton werd op 19 januari 1985 geboren als zoon van John Edward 
Sutton en Willemina Aleida Bosch. Hij groeide op in het pitoreske Annen. Zijn VWO-diploma 
behaalde hij aan het Willem Lodewijk Gymnasium te Groningen. Na het behalen van zijn 
propedeusebul van de studie Life Science & Technology aan de Rijksuniversiteit te Groningen 
werd hij ingeloot voor de studie geneeskunde. Tijdens zijn studie geneeskunde begon hij al 
vroeg met het verrichten van wetenschappelijk onderzoek bij verschillende afdelingen om 
uiteindelijk bij de hepatobiliaire chirurgie in het Universitair Medisch Centrum Groningen 
(UMCG)  onder leiding van prof. dr. R.J. Porte en prof. dr. J.A. Lisman, te eindigen. Zijn 
Junior Scientific Masterclass (JSM) proefproject en daaropvolgende wetenschappelijke 
stage zette hij voort in een MD/PhD traject. Eerst begon hij met een jaar junior-coschappen 
in het UMCG en daarna volgde het eerste jaar fulltime wetenschappelijk onderzoek op het 
chirurgisch onderzoekslaboratorium. Zijn senior-coschappen volbracht hij in het Medisch 
Centrum Leeuwarden (MCL) waarna hij zijn semi-artsstage algemene chirurgie liep in het 
Massachusetts General Hospital aan de prestigieuze Harvard Medical School in Boston met 
een aansluitende stage hepatobiliaire chirurgie in Carolinas Medical Center in Charlotte 
(USA). Het tweede jaar fulltime wetenschappelijk onderzoek stelde hem in staat om zijn 
promotie af te ronden. 
Hiernaast heeft Michael een tweetal bestuurlijke functies bekleed binnen het UMCG 
namelijk als student-lid van de JSM en de International Bachelor Geneeskunde (IBMG). Na 3 
maanden als ANIOS werkzaam te zijn geweest bij het Universitair Centrum Psychiatrie (UCP) 
van het UMCG, is Michael per 1 oktober 2013 begonnen aan zijn opleiding tot psychiater.  
Frank Hoexum, paranimf 
Bert Wobbes, paranimf
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